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RESUMEN

El Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) es el agente causal del mal de Rio Cuarto,
una de las principales enfermedades del maiz en Argentina. Es transmitido en la
naturaleza principalmente por Delphacodes kuscheli (Insecta: Hemiptera). La
presencia de otros delfacidos en areas afectadas por la enfermedad, permite
suponer que éstos tendrian un rol en su epidemiologia. En prospecciones
realizadas entre los afios 2003 y 2006 en las provincias de Tucuman y Salta
(noroeste argentino), Caenodelphax teapae se destacd por ser una de
las especies mas abundantes en la vegetacion espontanea. EI MRCV fue
transmitido experimentalmente a trigo a partir de ejemplares naturalmente
infectados provenientes de campo en Tucuman. La reaccion del virus en las
pruebas serolégicas realizadas a insectos y plantas infectadas, asi como la
sintomatologia observada en éstas y la presencia de agregados de particulas
virales en células floematicas, confirmaron que C. teapae tuvo la capacidad
de transmitir el MRCV a trigo desde poblaciones naturales capturadas en la
provincia de Tucuman. Las evidencias demostraron por primera vez que las
poblaciones naturales de C. teapae son portadoras del MRCV y que actuan
como vectoras del virus con importantes implicancias en la epidemiologia del
mal de Rio Cuarto.
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SUMMARY

Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) is the causal agent of Mal de Rio Cuarto, one of
the major diseases of maize in Argentina. It is spread under natural conditions
by Delphacodes kuscheli (Insecta: Hemiptera). The presence of other
delphacids in areas affected by the disease suggests that they have a role in
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its epidemiology. In prospective surveys conducted between 2003 and 2006 in
the provinces of Tucuman and Salta (northwestern Argentina), Caenodelphax
teapae stood out as one of the most abundant species in wild vegetation. The
MRCV was experimentally transmitted to wheat through naturally field-infected
specimens from Tucumén. The reaction of the virus in serological tests on
insects and infected plants as well as the observed symptoms, together with
the presence of aggregates of viral particles in phloem cells, confirmed that C.
teapae had the ability to transmit the MRCV to wheat from natural populations
captured in the province of Tucuman. Evidence showed for the first time that
natural populations of C. teapae carry the MRCV and act as vectors of the virus
with important implications for the epidemiology of this disease.

Key words: Mal de Rio Cuarto virus, Fijivirus, Caenodelphax teapae, natural
vector.
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INTRODUCCION

El mal de Rio Cuarto es la enfermedad viral mas
importante del maiz (Zea mays L.) en Argentina
(Arguello Caro et al,, 2013). Su agente causal es
el Mal de Rio Cuarto virus (MRCV), un virus perte-
neciente al género Fijivirus de la familia Reoviridae
(Distéfano et al., 2002). Los sintomas tipicos de la
enfermedad incluyen enanismo de plantas, acor-
tamiento de entrenudos, reduccion del area foliar,
atrofia de panojas y espigas, y presencia de rugo-
sidades prominentes o enaciones sobre las nerva-
duras en el envés de las hojas (Nome et al., 1981;
March et al., 1995; Lenardon et al., 1998).

La enfermedad estuvo inicialmente restringida
a cultivos cercanos al area endémica (Rio Cuarto,
sur de la provincia de Cérdoba), sin embargo, las
prospecciones que se fueron realizando demostra-
ron que estaba presente en otras areas (Laguna
et al., 2002). En la campafa agricola 1996/1997
ocurrio la epidemia méas importante del mal de Rio
Cuarto con pérdidas estimadas en 120 millones de
dolares (Lenarddn et al.,, 1998). Ademas de oca-
sionar una menor produccion de grano, la virosis
reduce la producciéon de materia verde para silaje
y el volumen de rastrojo, los cuales constituyen una
importante reserva forrajera invernal en los siste-
mas agricola-ganaderos del sur de la provincia de
Cérdoba (Lenardon et al., 1999).

Los miembros del género Fijivirus son transmiti-

dos a poaceas exclusivamente por insectos de la
familia Delphacidae (Insecta: Hemiptera) de for-
ma persistente propagativa (Francki et al., 1985).
El principal vector del MRCV en la naturaleza es
Delphacodes kuscheli Fennah (Remes Lenicov et
al., 1985). Este virus, al igual que otros miembros
del grupo, se halla confinado al tejido floematico
de las plantas infectadas (Nome et al., 1981; Truol
et al., 2001; Arneodo et al., 2002b) y luego que ha
sido adquirido por D. kuscheli, el vector permane-
ce infectivo (transmisor) y es capaz de transmitirlo
hasta su muerte (Arneodo et al., 2002a). Esta ca-
pacidad de transmitir que adquiere el insecto se
denomina infectividad. De este modo, el insecto
cumple la funcién de reservorio del virus adquirien-
do una gran importancia desde el punto de vista
epidemioldgico.

Otras especies de delfacidos son menciona-
das como vectores naturales del MRCV, entre ellas
Chionomus haywardi (Muir) (= Delphacodes ha-
ywardiMuir) (Velazquez et al., 2003) y Metadelphax
propinqua (Fieber) (= Toya propinqua Fieber)
(Mattio et al., 2005), esta Ultima citada inicialmen-
te también como experimental (Velazquez et al.,
2001). Asimismo, se ha demostrado la transmision
experimental del virus en las especies Peregrinus
maidis (Ashmead) (Virla et al., 2003), Pyrophagus
tigrinus Remes Lenicov & Varela (Velazquez et al.,
2006; Remes Lenicov & Varela, 2014b) y Tagoso-
des orizicolus (Muir) (Mattio et al., 2008).
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Ademas del maiz, el MRCV ha sido detectado
en un amplio rango de poaceas, de las cuales las
mas importantes desde el punto de vista epidemio-
l6gico son el trigo (Triticum aestivum L.), la avena
(Avena sativa L.), la cebada (Hordeum vulgare L.),
el centeno (Secale cereale L) y varias malezas y
pasturas estivales (Conci et al.,, 1992; Ornaghi et
al,, 1993b; March et al.,, 1995; Rodriguez Pardina
et al,, 1998; Laguna et al.,, 2000). Aunque el virus
no causa dafnos de importancia en los cereales de
invierno, éstos cumplen un rol clave en el ciclo de
la enfermedad al actuar como hospedantes de D.
kuscheli'y constituir una importante fuente de in6-
culo para la transmision al maiz (Remes Lenicov et
al., 1985, 1991; Virla & Remes Lenicov, 1991; Or-
naghi et al., 1993a, 1999; March et al., 1995; Bren-
tassi & Remes Lenicov, 1999).

Prospecciones realizadas entre los afios 2003
y 2006 en Tucuman y Salta (noroeste de Argenti-
na - NOA), provincias en donde ha sido citada la
presencia del MRCV (Laguna & Giménez Pecci,
2004), determinaron que Caenodelphax teapae
Fowler fue la especie mas frecuentemente repre-
sentada luego de M. propinqua (Velazquez, 2010).
C. teapae es una especie ampliamente distribuida
y muy comun en el Neotrépico, desde Estados Uni-
dos (Florida y Texas), Caribe (Antigua, Cuba, Do-
minica, Republica Dominicana, Granada, Guadalu-
pe, Haiti, Islas Caiman, Jamaica, Martinica, Puerto
Rico, Santa Lucia, San Vicente, Trinidad y Tobago),
Argentina, Bahamas, Belice, Bolivia, Brasil, Colom-
bia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guayana
Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, México
(Distrito Federal, Chiapas, Colima, Guerrero, Ja-
lisco, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tabasco,
Tamaulipas y Veracruz), Nicaragua, Panama, Peru
y Venezuela. Ademas, ha sido reportada en Barba-
dos, Islas Galapagos, Montserrat e Islas Virgenes
(Santo Tomas y Santa Cruz) (Bartlett et al., 2014;
Kennedy & Bartlett, 2014). En la Argentina, sus po-
blaciones prevalecen en zonas tropicales, al norte
de los 26°S, particularmente en las provincias de
Tucuman, Chaco y Misiones (Remes Lenicov et al.,
2014a).

Recientemente, Kennedy & Bartlett (2014) han
redefinido a Caenodelphax como un género mo-
notipico y describen e ilustran profusamente a C.
teapae. Asimismo, estos autores citan diversos
hospedantes para C. teapae: Axonopus compres-
sus (Sw.) P. Beauv., Crotalaria sp., Cucurbita maxi-
ma Duch., Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Cy-
nodon dactylon L. (Pers.), Daucus sp., Paspalum
notatum Fluggé, Phaseolus vulgaris L., Saccha-
rum sp. y Urochloa plantaginea (Link) R. Webster
(Kennedy & Bartlett, 2014). Sobre esta ultima se
ha demostrado la actividad vectora de C. teapae

como transmisor del tenuivirus Urochloa hoja blan-
ca virus (UHBV) en Costa Rica (De Miranda et al.,
2001).

La presencia de C. teapae en areas afectadas
con el mal de Rio Cuarto, en donde la especie vec-
tora mas importante estaba ausente o en muy baja
frecuencia, permite suponer que dicha especie
actla como vectora y reservorio del MRCV en la
naturaleza, con su consecuente implicancia epide-
mioldgica. El objetivo del trabajo fue determinar la
capacidad de poblaciones naturales de C. teapae
para transmitir el MRCV bajo condiciones experi-
mentales.

MATERIALES Y METODOS

Muestreos de delfacidos

Entre los anos 2003 y 2006 se realizaron mues-
treos de delfacidos en las provincias de Tucuman y
Salta. Estos fueron efectuados sobre comunidades
de poéaceas naturales (C. dactylony Digitaria spp.
como especies predominantes) en Padilla, depar-
tamento Famailla, provincia de Tucuman (27° 00’
43,77 S; 65° 22’ 29,8” O; 375 m s.n.m.) en 2003
(marzo vy julio), 2004 (marzo, junio y septiembre),
2005 (febrero y octubre) y 2006 (julio), y en Ce-
rrillos, departamento Cerrillos, provincia de Salta
(24° 53 3,30” S; 65° 28’ 57,47” O; 1243 m s.n.m.)
en 2003 (mayo) y 2004 (marzo).

En cada localidad y fecha se muestrearon dos
lotes cercanos entre si, recogiendo cuatro mues-
tras por lote. Los muestreos se realizaron emplean-
do una red entomoldgica de arrastre, con un es-
fuerzo de 50 golpes de red a pasos-hombre. En
total se recogieron 64 muestras en Tucuman y 24
en Salta. Los delfacidos capturados fueron dis-
puestos en macetas provistas con tubos cilindri-
cos de acetato o en recipientes preparados a tal
efecto, que contenfan plantas jévenes de trigo y/o
cebada, y trasladados a laboratorio. Luego de ser
tratados con gas carbodnico y con ayuda de una
lupa estereoscopica binocular, los insectos fueron
identificados mediante clave taxonémica (Remes
Lenicov & Virla, 1999).

Transmisién experimental

Una vez identificados, 116 ejemplares adultos
(machos y hembras), de C. teapae fueron some-
tidos a pruebas de transmision del MRCV para la
determinacion de la infectividad. Cada individuo
fue colocado en el interior de un tubo de vidrio de
90 mm de alto por 12 mm de diametro y por un
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periodo de 24 h, en contacto con una plantula de
trigo cv. ProINTA Federal al estado de coleoptile.
Este cultivar ha demostrado ser muy susceptible a
la infeccién del MRCV y es empleado comunmen-
te como indicador en las pruebas de transmision
con D. kuscheli (Truol et al., 2001), especialmente
por la rapida manifestacion de los sintomas de la
virosis. Las plantulas fueron obtenidas a partir de
semillas puestas a germinar en macetas de tierra
fértil, extraidas cuidadosamente a los 4-5 dias y
colocadas en el interior de cada tubo de vidrio, en
contacto con unas gotas de agua a los fines de
mantener la hidrataciéon de las raices. El extremo
libre del tubo fue ocluido con un trozo de algodoén.
Los tubos asi acondicionados fueron llevados a un
fitotrén Conviron® con condiciones controladas
de temperatura (24 °C = 1), humedad (65 + 5%)
y fotoperiodo (16 h de luz). Una vez finalizado el
periodo de alimentacion, las plantas expuestas a
los posibles insectos vectores fueron trasplantadas
a macetas individuales, llevadas a invernaculo y
observadas periddicamente hasta la manifestacion
de sintomas de la enfermedad. Todos los insectos
probados fueron almacenados a -70 °C para la
posterior deteccion del MRCV y corroboracion de
identificacion.

Deteccion del MRCV en plantas inoculadas

Las plantas inoculadas fueron sometidas a
una doble prueba para confirmar la presencia
del MRCV: serologia y microscopia electronica de
transmision.

Para la deteccion serolégica del virus se empled
la técnica de DAS-ELISA (Clark & Adams, 1977)
a partir de muestras de hojas extraidas y con el
empleo de reactivos especificos para el MRCV (Gi-
ménez Pecci et al., 1986; Rodriguez Pardina et al.,
1998). Como controles en las pruebas serolégicas
se utilizaron hojas de plantas de trigo sanas € in-
fectadas con un aislamiento del MRCV transmitido
por D. kuscheli. El porcentaje de insectos transmi-
sores del virus (infectivos) se determiné mediante
el cociente entre el numero de plantas seropositi-
vas y el numero total de plantas evaluadas, multi-
plicado por 100.

Pequefas porciones de hoja de trigo con sinto-
mas fueron fijadas, deshidratadas e incluidas en
resina Spurr® para obtener cortes ultrafinos en
ultramicrétomo. Posteriormente fueron tefiidos con
acetato de uranilo al 2% y citrato de plomo y ob-
servadas en un microscopio electrénico de trans-
mision JEOL JEM 1200 EX Il en magnificaciones de
10000X. La presencia de particulas virales y posi-
bles alteraciones fueron analizadas y comparadas

con las alteraciones descriptas para diversos ais-
lamientos del MRCV (Nome et al., 1981; Arneodo
et al., 2002b).

Deteccion del MRCV en insectos

Un total de 64 ejemplares de C. teapae fueron
analizados mediante DAS-ELISA. Para la detec-
cion serologica del MRCV en los insectos se siguid
el protocolo empleado para tejidos vegetales. Los
ejemplares fueron macerados individualmente en
200 pl de tampdn de extraccion en un microtubo
Eppendorf®. Como testigos se emplearon extrac-
tos de D. kuscheli provenientes de 10 ejemplares
que no fueron expuestos al indculo (aviruliferos) y
extractos de 10 ejemplares previamente analiza-
dos y con altos valores de absorbancia (viruliferos).
Las concentraciones de la inmuno-y-globulina y de
su conjugado enzimatico fueron las utilizadas ha-
bitualmente para los tejidos vegetales (Giménez
Pecci et al., 1986; Rodriguez Pardina et al., 1998).
En cada celda de la inmunoplaca se sembraron
100 pl de extracto. Se consideraron viruliferos
aquellos insectos que registraron una lectura de
absorbancia mayor o igual a la media de los testi-
gos aviruliferos, mas tres veces su desvio estandar.
El porcentaje de insectos viruliferos se determind
mediante el cociente entre el nimero de insectos
seropositivos y el numero total de insectos proce-
sados, multiplicado por 100.

RESULTADOSY DISCUSION

Mediante la captura de insectos en el campo y
la posterior realizacion de pruebas de transmision
en laboratorio empleando hospedantes suscep-
tibles, fue posible determinar la capacidad de C.
teapae para transmitir el MRCV. Un total de 115
ejemplares de C. teapae se capturaron en Tucu-
man en los muestreos realizados en julio de 2003
(n = 69), junio (n = 29) y septiembre (n = 6) de
2004, febrero (n = 3) y octubre (n = 7) de 2005 y ju-
lio de 2006 (n = 1). En Salta se capturd un ejemplar
en marzo de 2004.

Del total de ejemplares de C. teapae recupe-
rados de las pruebas de transmision (n = 113) y
de los analizados serolégicamente (n = 64), sélo
fueron detectados insectos infectivos (10,3%) y vi-
ruliferos (37,5%) en aquellos procedentes de los
muestreos realizados en Tucuman durante junio
de 2004 (Tabla 1). El Unico ejemplar capturado en
Salta no resultd infectivo ni virulifero. La infectivi-
dad hallada para C. teapae fue superior a la regis-
trada para otros vectores naturales como D. kus-
cheli (entre 0,5 y 8,3%) (Ornaghi et al., 1993b) y
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Tabla 1. Porcentaje de ejemplares de Caenodelphax teapae transmisores (infectivos) y portadores (viruliferos) del MRCV provenientes

de diferentes localidades y fechas de muestreo.

Localidad Afo Mes Insectos infectivos (%) Insectos viruliferos (%)
2003 Julio 0 (0/69) 0 (0/44)
2004 Junio 10,3 (3/29) 37,5 (3/8)
Padilla Septiembre 0 (0/6) 0 (0/6)
2005 Octubre 0 (0/7) 0 (0/4)
2006 Julio 0 (0/1) 0 (0/1)
Cerrillos 2004 Marzo 0 (0/1) 0(0/1)

Ch. haywardi (1,9%) (Velazquez et al., 2003). Otros
estudios realizados con el vector principal en la
zona endémica determinaron también valores ba-
jos de probabilidad de transmisién tanto para ma-
chos (entre 1y 5,2%) como para hembras (entre
1,2y 4,6%) (Ornaghi et al., 1999) asociados a epi-
demias de la virosis ocurridas con la migracion de
altas densidades de macropteros hacia campos
sembrados con maiz (Ornaghi et al, 1993a). La
proporcion de insectos viruliferos capaz de trans-
mitir el virus (10,3 / 37,5 = 0,27) estuvo dentro de
lo hallado para las formas macrépteras del vector
principal (entre 0,21 y 0,42 para machos, y entre
0,16 y 0,31 para hembras) (Ornaghi et al., 1999).
Velazquez et al. (2003) hallaron para Ch. haywardi
una baja proporcion de viruliferos provenientes de
campo que transmitieron el virus (0,10), probable-
mente debido en parte a un incompleto periodo de
incubacion del MRCV en el insecto.

Los primeros sintomas en las plantas inocula-
das se manifestaron aproximadamente a las 4 se-
manas luego de la exposicion a los insectos, en
forma de hojas de color verde mas oscuro, rigidez
y forma de tirabuzén. Estos sintomas, asi como el
tiempo transcurrido entre la inoculacion y la apari-
cion de éstos, no difirieron de los observados en
plantas infectadas provenientes de campo (Rodri-
guez Pardina et al., 1998) y de infecciones reali-
zadas en laboratorio por D. kuscheli (Truol et al.,
2001) y por Ch. haywardi proveniente de campo
(Velazquez et al., 2003). Todas las plantas inocula-
das sintomaticas presentaron reaccion positiva en
presencia del antisuero del MRCV. Por otra parte,
los valores de absorbancia hallados para las plan-
tas sintomaticas se asemejaron a los obtenidos por
Giménez Pecci et al. (1997), quienes reportaron
valores leves a moderadamente altos en cereales
infectados provenientes de campo.

La microscopia electronica de transmision reve-
|6 la presencia de viroplasmas y viriones de 60-70
nm de diametro en el citoplasma de células del
tejido floematico. Las caracteristicas y el tama-
fio de las particulas observadas fueron similares
a las descriptas por otros autores para el MRCV

(Nome et al., 1981; Truol et al., 2001; Arneodo et
al., 2002b).

La presencia de C. teapae en el NOA donde
esta presente el MRCV, advierte también sobre la
posibilidad que este delfacido esté involucrado en
la transmision de la enfermedad. Al igual que D.
kuscheli, Ch. haywardi, M. propinqua, P. maidis, P.
tigrinus'y T. orizicolus, podria cumplir las funciones
de reservorio y de agente dispersor del virus en la
naturaleza.

CONCLUSIONES

La reaccion del virus en las pruebas serologi-
cas realizadas a insectos y plantas infectadas, asf
como la sintomatologia observada en éstas y la
presencia de agregados de particulas virales en
células floematicas, confirmaron que C. teapae
tuvo la capacidad de transmitir el MRCV desde po-
blaciones naturales capturadas en la provincia de
Tucuman a trigo. Los resultados permiten suponer
el rol de C. teapae como vector y reservorio del
MRCV en la naturaleza.
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